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神经 激 肽 B 受 体 在 小 鼠 消 化 道内 的 定位 
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摘要 : 采用 免疫 组 织 化 学 ABC 玉 色 方法 研究 了 神经 激 肽 B ZE ‘NK3r) EAA ERa- NK3r 样 阳 
性 的 神经 元 胞 体 及 神经 纤维 主要 分 布 在 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 电 及 结肠 的 帖 膜 下 屋 神 经 从 和 肌 间 神经 从 ，NK3r FÉ 
阳 人 性 产物 在 食管 、 胃 和 直肠 的 神经 从 中 未 见 分 布 ; NK3r 样 阳性 产物 大 部 分 局 限于 神经 细胞 表面 ， 也 存在 于 胞 质 
和 一 些 轴 窗 内 部 . 并 在 胞 质 中 较 细胞 表面 染色 浅 。 统 计 结 果 表 明 NK3r 样 免疫 阳性 神经 元 占 肠 神 经 系统 神经 元 
总 数 的 0.5 台 ~ 195. Emh RA fex ji NK3r 样 阳 人 性 神经 元 可 能 参与 消化 功能 的 调节 - 
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RARR [包括 P 物质 、K 物质 (神经 激 及 
A) 和 神经 激 肽 B (NKE) 及 其 受 体 (NKI, 
NK2、NK3 受 体 ) 在 神经 系统 的 功能 活动 中 起 重要 
TEFH. Ding er al. (1996) 就 NK3 SE PEE CUP 
神经 系统 分 布 及 其 在 机 体 水 盐 代谢 和 渗透 压 调节 中 
的 作用 等 方面 做 过 一 些 研 究 ，Portbury et al. 
(1996a) 的 研究 表明 速 激 肽 存在 于 小 肠 晰 璧 内 神经 
元 ， 并 参与 一 系列 消化 道 功能 的 调控 ; 药理 学 研究 
还 证 实 NK3r 位 于 神经 元 而 不 是 肌 细 胸 (Maggi et 
al., 1993; Bertrand & Galligan, 1994); 受 体 定位 
研究 结果 也 证 实 大 鼠 和 豚鼠 NK2r zT BLA RRURI f 
肌 间 神经 节 中 间 神 经 元 末梢 (Grady et a£... 1996; 
Portbury et a1. ,1996a) ,而 NKlr 样 阳性 产物 仅 存 在 
于 神经 元 和 Cajal 细胞 {Portbury et al . , 1996b: Vigna 
et al., 1994; Sternini et al., 1995). Mann et al. 
(1997) fl Grady et al .{1996) 报 道 了 大 鼠 肠 肌 间 神 
经 从 内 有 NK3r 样 阳 性 神经 元 , H5 NKir 共存 : 
虽然 这 些 研 究 结 果 均 提示 速 激 肽 受 体 存 在 于 小 鼠 消 
化 道内 ， 其 作用 除 影 响 血 压 . 增强 血管 通 透 性 以 
外 ， 还 可 能 与 肠 肌 的 收缩 与 舒张 有 关 ， 但 是 迄今 为 
止 未 见 国内 外 有 神经 激 肽 B 受 体 在 小 自 消 化 道内 
定位 的 报道 。 本 研究 旨 在 前 期 研究 的 基础 上 对 小 鼠 
消化 道内 NK3r 受 体 的 分 布 做 进一步 研究 。 
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1 材料 和 方法 


1.1 材料 

HETERLBR/ EL 10 只 ，25 ~ 30g， 其 中 8 只 以 颈 
椎 脱 日 法 通过 腹部 正中 切口 典 露 上 腹腔， 暴露 的 消化 
道 器 官 不 断 用 温和 的 0.01 mol/L PRS {pH7.0) W 
洗 以 保持 湿度 。 食 道 、 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 肠 E 
肠 和 结肠 取材 后 用 含 尼 莫 地 平 (10-5 mol/L) 的 
0.01 mol/L PBS 冲洗 ， 以 49c RO d X E RE TEE THE 
各 肠 段 两 端 扎 紧 ， 再 放置 其 中 固定 6~&h。 胃 的 固 
Zi f Gm (1999) 的 方法 ， 固定 8h 后 将 
胃 与 各 肠 段 剪 开 ， 以 0.01 moL/L PRS 冲洗 再 置 于 
307 HERPE 24 h (4% 过夜 )，0.01 mol/L 
PRS mk FE RE BU RU IE UI 3E 4 ~ 6 mm. 
在 解剖 镜 下 剥离 出 粘膜 层 和 带 肌 间 神经 从 的 纵 肌 层 
铺 片 。 
1.2 染色 步骤 

铺 片 分 2 组 ,第 1 组 NK3r 受 体 免 疫 组 织 化 学 染 
色 按 ABC 法 进行 ,染色 步骤 如 下 : 岂 放 置 在 免 搞 
NK3 受 体 抗体 {Ding et al.,1996) (1:500 P], TE E iR 
TRENE; DEHRIET R IlgG (Vector， 
1: 200) 5, fr E Mà P EFE 4h; DE ABC 复合 物 
(Vector, 1: 200) ARA 2 ho 3 E Bl ^r TE S 0.0596 
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的 DAB 0.00356 8 Hz0; 的 0.05% mol/L Tris-HCl 
E TRE (pH7.6) NEE 20 ~ 30 min... 28 2 ZH Bill Hr BU 
两 步 同 第 | 组 的 也 这 ,然后 置 入 得 克 萨 斯 红 标 记 的 
Avidin(Sigma,1:1000) 中 ,室温 放置 1 ~3h. 余 同上 : 
然后 被 于 涂 有 明胶 的 载 片上 ,脱水 透明 ,DPX 封 片 。 
对 照 实验 在 正常 兔 血清 代替 一 抗 或 省 略 一 抗 的 情况 
下 进行 ,结果 为 阴性 。 第 2 组 铺 片 在 Olympus BX - 
60 荧光 显微镜 下 进行 暗 视 野 观 察 ， 

在 另外 2 RERBA EREA, KRH R., 
各 肠 段 置 于 含 尼 莫 地 平 (10`* mol/L) 的 0.01 mol/L 
PBS 中 清洗 ,后 置信 4 名 的 多 聚 甲 醛 中 国定 并 AC 
im, BA 30 色 的 蔗糖 液 中 至 第 2 天 用 OCT 包 埋 ， 
恒 冷 籍 场 片 10 ym， 切片 贴 于 明胶 片上 、 室 温 凉 干 
后 进行 免疫 组 织 化 学 染色 ， 染 色 过 程 同 上 。 对 照 实 
验 在 用 正常 免 血 清 代替 一 抗 或 省 略 一 抗 的 情况 下 进 
行 ， 结 果 为 阴性。 进行 明 视 野 和 了 暗 视 野 观察 的 铺 片 
在 Olympus 显微镜 下 观察 神经 元 分 布 和 特征 ， 用 显 
微 镜 目 镜 测 微 尺 对 各 部 分 的 免疫 阳性 神经 元 进行 观 
察 测量 、 计 数 并 摄 片 。 


2 结 m 


消化 道 铺 片 和 切片 的 免疫 组 织 化 学 染色 结果 发 
现 .NK3r 样 阳性 神经 元 胞 体 及 神经 纤维 存在 于 空 
肠 、 回 肠 和 结肠 粘膜 下 神经 从 和 肌 间 神经 从 (图 1 .A 
~ H) , 肌 间 神经 处 神经 元 染色 强度 高 于 粘膜 下 层 神 
经 从 ;而 食道 . 骨 和 和 直肠 的 神经 从 呈 NK3r 样 免疫 反 
应 阴性 。 在 食道 的 平滑 肌 细 胸中 未 发 现 有 阳性 产物 。 

NK3r 样 阳 性 物质 主要 存在 于 神经 细胞 的 细胞 
膜 、 细 胸 质 ， 细 胸 核 无 着 色 ; 细胞 膜 表 面 的 阳性 产 


表 2 


counted and the frequencies were expressed as mean. S.E.M., 


物 的 染色 强度 较 细 胞 浆 内 深 (图 |: A. B, F, 
H)。 肠 肌 蛙 肌 间 神经 从 的 神经 元 染色 强度 (图 1; 
A, C. D. F) 略 高 于 粘膜 下 层 神 经 从 ，NK3r 样 阳 
性 神经 元 胞 体 及 阳性 神经 纤维 呈 网 格 状 分 布 (图 
1C). RH IB ETE S zc Z IBID FR P £T HE e HB XR FE E 
H (图 1G6). 纵 行 的 神经 纤维 间 有 横行 的 节 间 束 。 
肌 间 神经 从 和 粘膜 下 层 神 既 从 中 的 阳性 神经 纤维 均 
呈 网 格 状 分 布 ， 但 以 前 者 最 为 明显 (图 1: B, C)- 
在 便 冷 箱 切 片 中 ，NK3r 样 免疫 阳性 产物 位 于 小 肠 
的 肌 间 神经 从 (图 ID). 


在 2 种 神经 从 的 NK3r 样 阳 性 神经 元 中 . 神经 


元 胞 体形 态 呈 Dogiel [型 、 圆 形 和 孵 圆 形 ， 有 发 艇 
状 串珠 样 突起 结构 ; 有 的 神经 元 胞 体 较 大 ， 有 较 多 
的 突起 自 胞 体 发 出 ， 其 中 两 三 个 突起 较 长 ， 有 分 级 
结构 。 显 油 镜 下 的 计数 结果 如 表 1、 表 2 所 示 。 


R1 小 饼 消 化 道内 NK3r 样 阳性 神经 元 计数 结果 
《平均 数 土 标准 差 ) 








Table | The number of NK3r immunoreactivity neurons 
cell bodies iu mouse gastrointestinal tract 
[mean + SE) 
NN EE 
ueuronal deusity ^cells* em ^ 
ER tom TARZA ”粘膜 下 神经 从 
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ARREBA NK3r 样 阳性 神经 元 形态 特点 


Table 2 Morphological characteristics of NK3r stained neurons in the mouse gastrointestinal tract 
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X] tecell soma diameter? ^um 
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1 神经 歧 B 受 体 在 小 鼠 消 化 道 的 定位 
Fig.1 lmmunohistochemcal loralizaion of neurokimn B receptor ( NK3r) in the mouse gastrointestinal tract 
A. qp Bo CAELIS LE fS M rp b e CUK B 受 体 样 阳 忻 神经 元 ‘Nk3r - Li), 免 症 阳性 产物 主要 分 布 于 细胞 膜 [showing the 
neurokinin B receptor ummnureaetivity CNK3c)-like (Li) neurons in the myenteric nerve plexus of duedenum. Inmunoreactivity product 


mainly located on the cell membrane] ; 
B, m JAZER FAA NK 3r HEETE showing the NK3r-Li neurons in the snbmucosa neural plexus of jejnmum ! ; 
C. SRL e] Fi ES M Z5 deb NK3r 样 阳性 神经 元 {showing the NK3r-la. malv un the cell membrane in the colon ' s myenterie 


plexns ) ; 
D. 示 在 小 妃 回 肠 切 片 肠 肌 则 神经 如 中 入 kh37 FE TEBR ET 区 和 纤维 1showng the NK3r-1a neurons in the myenteric nerve plexus af 
deum! ; 


E. RTZEA TR MEER IBS NK3r 样 阳性 神经 元 [(shuwing the NK3r-Li neurons m the submucosa nerye plexus nf duodenum) < 
标尺 示 20 um, fi] A-D (bar z 20 pim m Fig. A-E) 1; 
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F. J B Hs Eo L8) Rh £t Merp RE TRU NK3: 样 阳 性 神经 元 (showing NK3r-Li neurons in the neuron ganglion of ileum myenleric 


nerve plexua)。 标尺 示 40 um (bar 2 40 im); 


C. zm ^J o UL IB] AM ER FERE Nk3r 样 阳性 神经 纤维 (showtng the NK3r-Li nerve fibers like necklace): 
H. ap ERILIBE RR ES M rp NK3r 样 阳性 神经 元 的 放大 镜像 [abowng the higher magnification of Dogiel I type NK37-Li neurons )- 


标 民 示 6 um AA GC Bar = 6 pm in Fig. C, H8; 


HLT NK3r 样 阳 性 神经 元 (arrow presents the positive nenron ? ; tap ; WUA Bí ££ I4 mp represents myenteriv plexus ) ;duo; | 二 指 肠 
í duo represents dnodenum) ; mp ; AERE F 188 ££ M («mp represents submncosa nerve plexus ); eju : 2 Rt jeju presents jejunum, 1; enl: 
辣 肠 [wol represents colon }; tle: [M H (ile. represents tleur ) : Im : 2A BL! lmn representa longitudinal muscles ) ; eri: $F WL Cem. represente 


circular muscles ) s 


3 i it 

IARU B 受 体 (NK3D 在 哺乳 动物 消化 道 
内 的 分 布 ， 已 有 研究 证 实在 豚鼠 和 大 恨 的 肠 道 神经 
系统 内 存在 NK3r 样 阳性 神经 元 (Grady et ui. ,1996; 
Mann et a1..1997).. 本 研究 详细 观察 了 NK3r 受 体 
在 小 鼠 胃 肠 道内 的 分 布 ， 结果 基本 支持 Mann et ol. 
(1997) 和 Grady et al. (1996). 的 研究 结果 ， 但 是 
有 3 点 不 同 : 也 免疫 阳性 产物 主要 存在 肠 神 经 系统 
的 神经 元 ， 在 小 鼠 食 管 和 其 他 部 位 的 平滑 肌 中 未 发 
现 阳 性 产物 ， 这 点 与 Mann er af (1997). 的 WK3r 
存在 于 大 鼠 食管 和 胃 的 平滑 肌 细 胞 的 发 现 不 同 ， 与 
有 关 的 药理 党 研究 也 不 一 致 (Maggi et al., 1993; 
Guard & Watson, 1991). CEDR. 回肠 神经 
Mq NK3r 样 阳性 神经 元 形态 特征 有 所 不 同 ， 空肠 
粘膜 下 神经 从 较 回 肠 发 过 ， 神 经 元 数量 多 ， 而 回肠 
肌 和 间 神 经 从 中 NK3r 样 阳性 神经 元 多 为 Dogiel HÆ 
神经 元 ， 这 点 与 在 其 他 种 属 局 限于 回肠 的 研究 不 
同 。 避 免疫 阳性 产物 主要 存在 肠 神 经 系统 的 神经 元 
细胞 膜 上 、 但 有 些 阳 性 神经 元 胞 质 内 也 有 免疫 阳性 
产物 。 其 细胞 形态 与 Mann etai. (1997) 观察 到 的 
阳性 神经 元 类 似 ， 除 此 以 外 ， 我 们 还 发 再 有 体积 较 
小 ， 罕 起 特点 不 明显 的 阳性 神经 元 ， 推测 它们 分 别 
属于 不 同 功 能 类 别 的 肠 神 经 系统 神经 元 或 存在 种 属 
差异 . 除 周围 神经 系统 外 ， 本 实验 结果 也 支持 关于 
NK; 在 中 枢 神 经 系统 的 有 关 论 点 。Carpentier & 
Baude (1I996》 的 结果 表明 ， 中 枢 神 经 系统 迷走 神 
经 背 侧 复合 体 、 迷 走神 经 背 核 的 NK3r 样 阳性 神经 
元 可 能 参与 低位 消化 道 迷 走神 经 传人 纤维 的 信息 整 
合 ; 从 胃 上 肠 等 低位 消化 道 来 的 迷走 神经 传人 纤维 终 
止 于 迷走 神经 背 侧 复合 体内 侧 亚 核 、 碧 束 核 (NTS) 
胶 状 质 层 ， 主 要 接受 来 自 食 管 的 传人 神经 纤维 的 
NTS 中 央 亚 核 却 无 NK3r 样 阳性 神经 元 出 现 ， 因 此， 
实验 结果 不 但 对 以 上 观点 以 印证 ， 还 说 明神 经 激 肽 
B 可 能 位 于 迷走 神经 传 出 神经 元 、 它 及 其 受 体 可 能 
影响 传 出 功能 ， 继 而 影响 胃 肠 道 收 缩 和 阁 张 。 值 得 


提出 的 是 ， 肠 道中 两 种 神经 从 的 神经 元 计数 结果 表 
Hj. NK3r 样 阳性 神经 元 所 占 比例 少 于 1% ， 原 因 之 
一 可 能 因为 抗体 是 针对 大 妇 NK3r 受 体 C -末端 ， 
而 此 受 体 在 小 鼠 存 在 差异 ， 另 一 方面 ， 虽然 在 吵 齿 
类 脑 中 的 NK3r mRNA 原 位 杂交 结果 与 免疫 组 化 结 
果 一 致 ， 但 Tsuchida et al. (1990) 研究 表明 . 
NK3r 受 体 mRNA 在 太 鼠 胃 、 小 肠 呈 低 水 平 表 达 ， 
其 原因 可 能 与 免疫 阳性 产物 主要 在 细胞 膜 ， 胞 浆 中 
蛋白 当量 较 低 或 NK3r 受 体 在 神经 元 上 有 不 同 的 具 
体 功能 有 关 ， 也 不 能 完全 排除 非特 异性 产物 的 可 能 
tE. 

根据 本 实验 观察 到 的 NK3r 样 阳 性 神经 元 形态 
与 Dogiel [[ 型 较为 相符 ， 且 神经 元 数量 较 少 ， 还 远 
低 于 肠 神经 系统 中 NKIr 样 阳 性 神经 元 的 比例 .. 结 
E NK3r 样 阳 性 神经 元 大 小 、 形 态 特 点 和 药理 学 研 
究 结果 ， 推 测 在 小 鼠 肠 神经 系统 中 NK3r 样 阳 性 神 
经 元 可 能 是 与 肠 道 收缩 和 前 张 功能 部 分 有 关 的 传人 
中 间 神 经 元 ， 与 副交感 神经 纤维 的 功能 密切 相关 。 
这 是 依照 较 认可 的 Furness et al. (1994) 对 豚鼠 肠 
神经 系统 中 神经 元 的 分 类 方法 判断 的 ， 有 待 于 进行 
功能 性 实验 加 以 证 实 . 

有 关 功 能 性 实验 提示 NK3r 的 功能 与 消化 道里 
动 和 胃 肠 内 分 泌 有 关 。NKB，Senktide 等 几 种 受 体 
激动 剂 均 刺 油 大 鼠 十 二 指 肠 和 肪 鼠 回 肠 的 收缩 
(Guard & Watson, 1987); 在 豚鼠 回肠 用 河豚 毒素 
可 消除 收缩 反应 和 用 阿托品 降低 收缩 反应 的 事实 . 
提示 此 受 体位 于 肠 肌 间 神 经 从 胆 碱 神 经 元 (Guard 
& Watson, 1987); 另外 ，Senktide 可 刺激 神经 处 释 
AX £L BATH B (Guard & Watson, 1991), Barthó et al. 
(1999) 还 证 实 NK3r f£ 4E T "HL 2S 1B (EB WE IN H 
元 中 ， 且 调节 速 激 肽 引起 的 肠 神 经 系统 神经 元 兴 
奋 ， 从 而 参与 并 影响 收 第 功能 。 本 研究 则 进一步 证 
Hj NK3r 存在 于 吐 齿 类 消化 道 壁 内 的 神经 元 细胞 膜 、 
这 些 神 经 元 可 能 是 肠 神 经 系统 中 部 分 内 源 性 感觉 神 
经 元 或 传人 中 间 神 经 元 、 说 明 速 激 肽 类 神经 递 质 除 
通过 神经 元 线 末 靶 放 来 影响 肌 细 胞 的 功能 处， 还 可 
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能 通过 影响 神经 元 细胞 膜 上 受 体 ， 并 与 其 共同 参与 
了 有 明道 的 收编 . 舒张 甚至 内 分 兹 功能 。 
综 上 所 述 . 本 研究 不 但 详细 观察 了 NMK3r 样 阳 
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Immunohistochemical Localization of Neurokinin B Receptor (NK3r) 
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Abstract: To observe the localization of neurokinin re- 
ceptor ( NK3r) in the mouse gastrointestinal tract. Im- 
munohistochemistry and immunoreaclive fluorescence 
were used in the experiment. Qur results showed that 
there aren't NK3r-like (-Li) positive materials on the 
smooth muscle cells of oesophagus, stomach, and in- 
testine and other region's muscularis. The nerve cell 
bodies with immunoreactivity for NK3r mainly distribut- 
ed in the submucous nerve plexus or myenteric nerve 


plexus of gastrointestinal tract except oesophagus and 
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stomach and rectum. The reaction production was dis- 
tributed on the nerve cell surfaces. Occasionally was 
observed in the cell plasma. but was very weak 
stained. Immunoreactive nerve cells" morphology was 
mostly like type of Dogiel I|. This research work not 
only described the distribution of neuronkinin B recep- 
tor in the mouse gut in detail, but also provided a mor- 
phological basis for deducing the functional identity of 


NK3r-immunoreactivity nerve cells in the gut. 
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